









































La	presión	creciente	de	 los	procesos	de	urbanización,	desarrollo	 industrial	y	 la	utilización,	en	muchas	
ocasiones	 indiscriminada	 del	 agua,	 han	 provocado	 el	 deterioro	 de	 la	 calidad	 de	 las	 mismas.	 La	 principal	
fuente	de	contaminación	es	el	vertido	de	aguas	residuales	de	las	industrias;	esto	se	debe	a	que	muchos	de	
los	 tratamientos	 convencionales	 de	 descontaminación	 no	 consiguen	 eliminar	 algunos	 productos.	
Particularmente,	 resulta	 de	 interés	 las	 aguas	 procedentes	 de	 la	 industria	 del	 corcho	 ya	 que	 poseen	 una	
elevada	 carga	 orgánica	 difícil	 de	 eliminar	 con	 las	 técnicas	 actualmente	 utilizadas	 en	 las	 EDARs.	 De	 ahí	 la	
































is	 the	 discharge	 of	 waste	 water	 from	 industries.	 This	 is	 mostly	 because	 conventional	 decontamination	
treatments	fail	in	the	removal	of	some	products.	Particularly,	it	is	interesting	to	pay	attention	to		water	from	
the	 cork	 industry	 because	 it	 has	 a	 high	 organic	 load	 which	 is	 difficult	 to	 get	 rid	 of	 with	 the	 techniques	
currently	 used	 in	 the	 WWTPs.	 Hence	 the	 importance	 of	 applying	 new	 techniques	 to	 remove	 such	
compounds.	These	processes	include	Advanced	Oxidation	Processes	(AOPs)	(photo-Fenton,	ozonation,	etc.).	
Because	these	processes	can	give	rise	to	intermediate	compounds,	it	is	necessary	to	assess	the	impact	that	
treated	 water	 would	 have	 on	 the	 ecosystems	 and	 its	 living	 organisms.	 	The	 purpose	 of	 this	 study	 is	 to	
evaluate	the	toxicity	of	an	effluent	from	a	cork	industry	before	and	after	being	treated	with	different	POAs	



























































































































































































































































































El	 agua	 dulce	 del	 planeta	 es	 destinada	 principalmente	 para	 uso	 agrícola,	 uso	 industrial	 y	 uso	
domestico,	aunque	el	uso	industrial	aumenta	considerablemente	según	el	nivel	económico	del	país.	
En	 los	 países	 desarrollados	 la	 problemática	 no	 está	 en	 sí	 en	 la	 escasez,	 sino	 en	 la	 presencia	 de	
contaminantes	en	el	agua,	 introducidos	principalmente	por	acción	humana,	y	 sobre	 todo	por	actividades	
industriales.	
Las	aguas	residuales	urbanas	e	 industriales	cuando	se	vierten	a	dominio	públicos	pueden	llevar	unos	
niveles	 de	 contaminación	 orgánica	 e	 inorgánica	 muy	 altos	 y	 superiores	 a	 los	 que	 el	 ecosistema	 puede	
asimilar	 y	 autodepurar.	 Causan	 una	 gran	 preocupación	 la	 presencia	 de	 metales	 pesados,	 disolventes,	
plaguicidas	pero	todavía	son	más	peligrosos	los	contaminantes	emergentes.	Los	contaminantes	emergentes	
comprenden	 un	 grupo	 diverso	 de	 compuestos	 químicos,	 incluyendo	 productos	 farmacéuticos,	 drogas	 de	
abuso,	 productos	 de	 cuidado	 personal,	 esteroides	 y	 hormonas,	 agentes	 tensoactivos,	 compuestos	




Los	 contaminantes	 emergentes	 no	 están	 contemplados	 en	 los	 actuales	 reglamentos	 de	 calidad	 del	
agua,	 no	 se	 han	 estudiado	 antes	 y	 se	 cree	 que	 son	 posibles	 amenazas	 para	 los	 ecosistemas	 y	 para	 la	
seguridad	y	salud	humana.		
Las	 líneas	 de	 investigación	 han	 de	 adaptarse	 a	 la	 problemática	 actual,	 y	 si	 antes	 se	 centraban	 en	
detectar	 los	 efectos	 directos	 e	 individuales	 de	 los	 contaminantes	 a	 corto	 plazo	 en	 el	 ecosistema,	 ahora	
estos	se	enfocan	en	la	evaluación	de	los	efectos	crónicos	que	no	son	detectados	hasta	después	de	un	largo	

















de	 calidad	de	estos	 tapones,	 con	un	especial	 interés	 en	 cómo	 los	 cambios	 en	 la	 composición	del	 corcho	
afectan	a	la	calidad	del	producto	final	(Benitez	et	al.,	2003).		
La	 cadena	 de	 producción	 consta	 de	 varias	 etapas	 desde	 la	 extracción	 de	 las	 planchas	 (corteza	 del	
árbol)	 hasta	 la	obtención	del	producto	 final.	 La	primera	operación	que	 se	 realiza	es	el	 descorche	que	 se	
efectua	desde	mediados	de	abril	a	finales	de	octubre.	De	media,	un	alcornoque	es	sometido	a	16	sacas	a	lo	
largo	de	 sus	aproximadamente	200	años	de	vida.	 Las	 sacas	 se	 realizan	cada	9-20	años	a	partir	de	que	el	
árbol	tiene	entre	25	y	30	años.	
Después	 de	 la	 extracción	 de	 las	 planchas,	 éstas	 son	 separadas	 en	 función	 de	 su	 calidad,	 y	
amontonadas	de	manera	que	permanecen	expuestas	a	 las	 inclemencias	meteorológicas	como	sol,	viento,	
lluvia	 durante	 aproximadamente	 seis	 meses.	 Tras	 este	 periodo	 de	 tiempo,	 los	 factores	 atmosféricos	
eliminan	gran	parte	de	la	savia	del	corcho,	los	polifenos	se	oxidan	y	la	textura	del	corcho	se	estabiliza.	Tras	
ello,	las	planchas	de	corcho	son	cocidas	en	agua	limpia	(aproximadamente	a	98	ºC)	durante	al	menos	una	
hora.	 Esta	 cocción	 mejora	 la	 elasticidad	 del	 corcho,	 elimina	 posibles	 tensiones	 internas	 del	 mismo,	 lo	







Pese	 a	 que	 la	 industria	 del	 corcho	 puede	 ser	 considerada	 como	 ecológica	 ya	 que	 el	 corcho	 es	 un	
material	 natural	 no	 contaminante	 y	 reciclable;	 en	 el	 proceso	 de	 cocción,	 antes	 citado,	 se	 hidrolizan	
componentes	naturales	 del	 corcho	 como	 lignina	 y	 compuestos	 tanínicos	 o	 clorados	que	 se	 	 transforman	
entre	 otros	 en	 pentaclorofenol,	 2,4,6-	 tricloroanisol	 y	 ácidos	 polifenólicos,	 grupo	 de	 sustancias	 químicas	
caracterizadas	por	la	presencia	de	más	de	un	grupo	fenol.	
Químicamente,	 los	 fenoles	 son	 compuestos	 orgánicos	 aromáticos	 que	 contienen	 el	 grupo	 hidroxilo	
(OH-)	como	grupo	funcional.	La	débil	acidez	del	grupo	fenólico	ha	determinado	que	estas	sustancias	sean	
agrupadas	químicamente	 junto	a	 los	ácidos	 carboxílicos	y	a	 los	 taninos,	 conformando	así	el	 grupo	de	 los	
ácidos	 orgánicos.	 Las	 concentraciones	 naturales	 de	 compuestos	 fenólicos	 son	 usualmente	 inferiores	 a	 1	
µg/L	 y	 los	 más	 habituales	 son	 los	 fenoles,	 cresoles	 y	 los	 ácidos	 siríngico,	 vainíllico	 y	 p-hidroxibenzoico.	
Respecto	de	 su	 incidencia	 con	el	medio	ambiente,	es	un	 sustancia	nociva	para	 los	organismos	acuáticos,	
provocándoles	 efectos	 adversos	 de	 distinta	 magnitud	 en	 función	 de	 la	 concentración	 a	 la	 que	 se	
encuentren	 expuestos.	 Esta	 sustancia	 está	 clasificada	 como	 Compuesto	 Orgánico	 Volátil	 (VOC)	 y	 puede	
contribuir	 potencialmente	 a	 la	 formación	 de	 ozono	 troposférico,	 dañino	 para	 los	 cultivos,	 la	 fauna	 y	 el	
hombre.(EINECS,2015).	
Los	 compuestos	 tanínicos	 contienen	 grupos	 funcionales	 fenólicos,	 agrupaciones	 moleculares	
complejas	de	gran	peso	molecular,	generalmente	solubles	en	agua,	e	insolubles	en	la	mayoría	de	solventes	
orgánicos	que	producen	soluciones	de	carácter	coloidal	y	no	son	cristalizables.	La	actividad	de	los	taninos	
causa	gran	 impacto	negativo	sobre	 la	 fisiología	de	 las	células	debido	a	su	capacidad	de	formar	complejos	
con	sus	componentes	celulares:	carbohidratos,	proteínas,	polisacáridos,	membranas	y	enzimas,	por	ello	es	
muy	necesario	que	el	agua	procedente	de	la	industria	corchera	no	sea	vertidas	directamente	sobre	aguas	
de	 origen	 natural	 (Escárcega,	 2001).	 Se	 ha	 demostrado	 la	 toxicidad	 de	 los	 taninos	 sobre	 bacterias	
anaerobias,	actividad	relacionada	con	 la	función	de	aquéllos	en	 las	plantas:	 inhibir	a	 los	microorganismos	
patógenos.	 Por	 lo	 tanto,	 no	 es	 de	 extrañar,	 que	 dichas	 aguas	 puedan	 ser	 tóxicas	 para	 las	 bacterias	 que	








Estos	 componentes	 polifenólicos	 son	 de	 descomposición	 complicada,	 potentes	 toxinas	 y	 peligrosos	




La	 cantidad	 de	 contaminantes	 tóxicos	 que	 contienen	 las	 aguas	 residuales	 de	 procedencia	 industrial	
afectan	 seriamente	 al	 desarrollo	 natural	 de	 los	 ecosistemas.	 Tradicionalmente	 estas	 aguas	 han	 sido	
tratadas	 por	métodos	 químicos	 y	 biológicos	 comunes,	 pero	 la	 efectividad	de	 estos	métodos	 es	 cada	 vez	
más	limitada,	sobretodo	cuando	se	trata	de	aguas	con	gran	carga	orgánica.		
Como	respuesta	a	la	actual	demanda	ambiental	para	la	depuración	de	aguas	residuales	de	la	industria,	
en	 los	 últimos	 años	 se	 han	 desarrollado	 nuevas	 tecnologías	 que	 tienen	 en	 cuenta	 factores	 como	 la	
naturaleza	 y	 las	 propiedades	 físico-químicas	 del	 sistema,	 así	 como	 las	 posibilidades	 de	 reutilización,	
rentabilidad	económica	y	eficiencia	de	los	procesos	y	sus	rangos	de	aplicación.	
	Para	 lograr	 una	 eficiente	 depuración	 se	 requiere	 la	 combinación	 de,	 por	 una	 parte	 tratamientos	
convencionales,	en	 los	que	se	consigue	eliminar	sólidos	en	suspensión,	materia	orgánica	biodegradable	y	
algunos	microcontaminantes,	 y	por	 la	otra,	el	uso	de	Procesos	de	Oxidación	Avanzada	 (POAs),	 los	 cuales	




elevado	 poder	 oxidante	 como	 el	 radical	 hidroxilo	 (HO•).	 En	 la	 Figura	 1	 podemos	 observar	 como	 los	
radicales	hidroxilo	reaccionan	con	los	grupos	fenoles.	Este	radical	puede	ser	generado	por	varios	medios	y	
es	altamente	efectivo	para	la	oxidación	de	materia	orgánica,	en	especial	aquella	que	no	es	biodegradable.	








































- Transforman	 y	 destruyen	 químicamente	 el	 contaminante	 hasta	 la	 mineralización,	 consiguiendo	
porcentajes	de	mineralización	altos.	
- En	general,	no	generan	subproductos	que	requieran	posterior	procesamiento.		








La	 oxidación	 parcial	 de	 los	 contaminantes	 orgánicos	 puede	 dar	 como	 resultado	 la	 formación	 de	
componentes	 intermedios	más	 tóxicos	 que	 el	 original.	 Para	 evitar	 esto,	 los	 POAs	 deben	 ser	 realizados	 y	
Especie	 Eo	(V,25ºC)	 Especie	 Eo	(V,25ºC)	
Flúor	 3,03	 Radical	perhidróxilo	 1,70	
Radical	hidroxilo	 2,80	 Permanganato	 1,68	
Oxígeno	atómico	 2,42	 Dióxido	de	cloro	 1,57	
ozono	 2,07	 Acido	hipocloroso	 1,49	
Peróxido	de	hidrogeno	 1,78	 cloro	 1,36	
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generar	 in	 situ.	 Además	 de	 ser	 un	 buen	 oxidante,	 es	 un	 buen	 desinfectante	 que	 no	 forma	 intermedios	
peligrosos	 como	 ocurre	 con	 el	 cloro.	 Esta	 última	 característica	 hace	 de	 la	 ozonización	 un	 tratamiento	
excelente	para	ser	acoplado	a	un	proceso	biológico.	











ozono	 es	 el	 agente	 oxidante	 principal,	 y	 reacciona	 exclusivamente	 con	 compuestos	 que	 presentan	
determinados	 grupos	 funcionales	 (OH,	 CH3,	 OCH3,	 dobles	 enlaces	 C=C)	 a	 través	 de	 reacciones	 por	 vía	
directa.	 A	 pH	 elevado	 y	 en	 presencia	 de	 especies	 como	 cationes	 metálicos,	 el	 ozono	 se	 descompone	 y	
genera	 radicales	 hidroxilo	 que	 reaccionan	 de	manera	 no	 selectiva	 (vía	 indirecta).	 Generalmente,	 a	 pH<4	
domina	 el	 mecanismo	 directo,	 entre	 pH=4	 y	 pH=9	 tienen	 lugar	 los	 dos	 tipos,	 y	 a	 pH>9	 prevalece	 la	
ozonización	indirecta.	
La	 eficiencia	 del	 proceso	 de	 ozonización	 puede	 ser	 mejorada	 por	 procesos	 que	 incluyan	 radiación	
ultravioleta	(UV),	procedimiento	conocido	como	ozonización	fotolítica.	En	este	proceso	se	pueden	generar	
radicales	 hidroxilo	 de	 dos	 formas	 diferentes.	 En	 primer	 lugar	 la	 fotólisis	 del	 ozono	 en	 medio	 acuoso	
produce	 dos	 radicales	 hidroxilo	 que	 se	 combinan	 para	 dar	 peróxido	 de	 hidrógeno.	 Este	 peróxido	 de	
hidrógeno	 se	 descompone	 en	 radicales	 hidroxilo	 al	 ser	 irradiado.	 Además	 el	 ozono	 acelera	 la	
descomposición	del	peróxido	de	hidrógeno	en	más	radicales	hidroxilo.	
Otra	opción	para	aumentar	 la	capacidad	oxidativa	del	ozono	es	 la	adición	de	catalizadores	en	medio	




en	el	presente	 trabajo	ya	que	 la	 los	 fenoles	son	un	grupo	de	sustancias	potencialmente	susceptibles	a	 la	
ozonación.	 Los	 productos	 fenólicos	 (el	 fenol,	 los	 compuestos	 fenol-sustituidos,	 las	 quinonas	 y	 los	
polifenoles)	se	caracterizan	por	 la	presencia	de	un	grupo	donador	de	OH	sobre	el	núcleo	aromático.	Este	
















a	 la	 generación	 de	 radicales	 hidroxilo	 (•OH)	 mediante	 una	 serie	 de	 complejas	 reacciones	 en	 cadena	
(Neyens	et	al.,	2003).	Esta	serie	de	reacciones	da	lugar	a	 la	mineralización	de	los	compuestos	orgánicos	a	















𝐹𝑒*$ + 𝐻#𝑂 + ℎ𝜈 → 𝐹𝑒#$ + 𝑂𝐻• + 𝐻$			(4)	
	




Los	 parámetros	 que	 influyen	 en	 el	 proceso	 foto-Fenton	 son	 pH,	 concentración	 inicial	 de	 H2O2	 y	
concentración	inicial	de	Fe(II).	
1.5	UTILIZACIÓN	DE	BIOENSAYOS	EN	ESTUDIOS	DE	TOXICIDAD	
	Tradicionalmente,	 el	 efecto	 que	 tenían	 los	 contaminantes	 descargados	 en	 el	 medio	 ambiente	 era	
evaluado	 mediante	 ensayos	 químicos	 o	 parámetros	 físicos.	 De	 este	 modo,	 técnicas	 como	 HPLC	
(Cromatografía	líquida	de	alta	resolución)	o	GC-MS		(Cromatografía	de	gases	acoplada	a	detector	de	masas)	
eran	 frecuentemente	 utilizadas,	 pero	 su	 elevado	 coste	 económico,	 largos	 tiempos	 de	 análisis,	 personal	




Los	 ensayos	de	 toxicidad	 son	 los	bioensayos	 empleados	para	 reconocer	 y	 evaluar	 los	 efectos	de	 los	
contaminantes	 sobre	 la	 biota.	 En	 los	 bioensayos	 se	 usa	 un	 tejido	 vivo,	 un	 organismo,	 o	 grupo	 de	
organismos	 como	 reactivo	 para	 evaluar	 los	 efectos	 de	 cualquier	 sustancia	 fisiológicamente	 activa.	 Los	
criterios	 de	 selección	 de	 las	 especies	 se	 fundamentan	 en:	 alta	 y	 constante	 sensibilidad	 a	 tóxicos,	 alta	
disponibilidad,	 estabilidad	 genética	 y	 uniformidad	 de	 poblaciones,	 representatividad	 de	 su	 nivel	 trófico,	
amplia	 distribución	 e	 importancia	 económica	 y	 facilidad	 de	 cultivo	 y	 adaptabilidad	 a	 las	 condiciones	 de	
laboratorio.	
	Son	 procedimientos	 experimentales	 controlados	 y	 estandarizados	 en	 los	 cuales	 se	 controlan	 las	
condiciones	 bióticas	 (especie,	 edad)	 y	 abióticas	 (temperatura,	 humedad,	 intensidad	 lumínica,	 duración	 e	






o	CL50).	Además	 se	dispone	de	grupos	de	 control	 (que	no	 se	exponen	al	 tóxico).	Por	otro	 lado,	están	 los	
ensayos	 a	 largo	 plazo,	 de	 ciclo	 de	 vida	 o	 de	 toxicidad	 crónica	 cuya	 duración	 oscila	 entre	 7	 días	 y	 uno	 o	
varios	meses.	Este	tipo	de	test	nos	proporciona	mayor	fiabilidad	y	nos	aporta	 información	sobre	aquellas	
sustancias	 tóxicas	 que	 actúan	más	 lentamente,	 produciendo	 efectos	 crónicos	 sobre	 la	 reproducción	 y	 el	
desarrollo.	 Los	 parámetros	 más	 importantes	 son	 NOEC/NOAEL	 (No	 Observed	 Effect	 Concentration/No	
Observed	 Adverse	 Effect	 Level)	 o	 LOEC/LOAEL	 (Lowest	 Observed	 Effect	 Concentration/Lowest	 Observed	
Adverse	 Effect	 Level).	 Un	 ensayo	 definitivo	 de	 toxicidad	 crónica	 puede	 utilizarse	 para	 estimar	 el	 tiempo	
requerido	 para	 producir	 un	 efecto	 al	 50%	 de	 los	 organismos	 (TE50),	 a	 una	 concentración	 específica	
(Esclapés,	1999;	Serrano	Gallego,	2003;	Girotti	et	al.,	2008).	
No	 existe	 un	 ensayo	 ni	 un	 organismo	 universal.	 La	 mayoría	 de	 biosensayos	 emplean	 bacterias	




plantas	 y	 sus	 semillas,	 peces.	 Ya	 que	 las	 especies	 del	 mismo	 o	 de	 diferente	 nivel	 trófico	 responden	 de	





Las	microalgas,	 como	 componentes	 del	 fitoplancton,	 constituyen	el	 grupo	de	productores	 primarios	
que	son	fundamentales	en	todos	los	ecosistemas	acuáticos,	cualquier	efecto	nocivo	sobre	esta	comunidad	





Los	 test	 algales	 son	 generalmente	 sensibles,	 rápidos	 y	 de	 coste	 efectivo	 (Walsh,	 1988;	Nalewajko	 y	
Olaveson,	1998).	Por	estas	razones	han	sido	utilizados	frecuentemente	en	estudios	ambientales	y	aplicados	





cloróficeas	o	algas	verdes.	 Las	especies	algales	más	comúnmente	utilizadas	en	ensayos	de	 toxicidad	 son:	








al	 transporte	 de	materia	 y	 energía	 desde	 los	 niveles	 tróficos	 inferiores	 hacia	 los	 superiores.	 Intervienen	
activamente	 en	 el	 reciclado	 de	 materia	 orgánica	 disuelta,	 se	 alimentan	 de	 algas,	 detritos	 u	 otros	
microorganismos	 y	 son	 el	 principal	 recurso	 de	 numerosos	 peces	 e	 invertebrados	 acuáticos	 (Ortaz	 et	 al.,	
2006).		
Los	 cladóceros	 y	 copépodos	 pertenecen	 al	 grupo	de	 los	microcrustáceos	 del	 zooplancton	 y	 dada	 su	
gran	sensibilidad,	son	los	más	utilizados	en	estudios	ecotoxicológicos	si	se	los	compara	con	otros	miembros	
de	 dicha	 comunidad.	 Además,	 su	 pequeño	 tamaño,	 cortos	 períodos	 generacionales	 y	 facilidad	 para	 los	
cultivos	les	otorgan	relevancia	y	practicidad	para	estudios	experimentales	y	de	impacto	ambiental	(Gaete	y	
Paredes	 1996).	 En	 este	 sentido,	 permiten	 evaluar	 no	 sólo	 los	 efectos	 directos,	 sino	 también	 el	 impacto	




diversas,	 pueden	desempeñar	múltiples	 funciones	de	 gran	 importancia	 para	 el	 sistema:	 acción	mecánica	
(mezcla	de	material	orgánico,	diseminación	de	organismos	dentro	del	suelo,	etc.)	o	química	(degradación	
de	 compuestos	 orgánicos,	 mineralización,	 etc.).	 Asimismo,	 algunos	 de	 ellos	 pueden	 actuar	 como	
indicadores	de	calidad	de	suelo,	ya	que	pueden	tener	diferentes	grados	de	sensibilidad	a	distintos	cambios,	
midiendo	 el	 grado	 de	 desequilibrio	 ecológico	 causado	 por	 el	 contaminante	 (Otero,	 2002).	 Entre	 los	
organismos	terrestres	que	más	pueden	verse	afectados	por	los	plaguicidas,	se	encuentran	las	lombrices,	de	









como	una	alteración	de	 las	 funciones	celulares	básicas	debido	a	 	efectos	tóxicos	de	drogas	y	compuestos	






	Con	 las	pruebas	de	citotoxicidad	 in	 vitro,	 se	puede	analizar	el	 comportamiento	de	 las	 células	en	un	
ambiente	 controlado,	 siendo	 posible	 evaluar:	 inhibición	 del	 crecimiento	 celular;	 permeabilidad	 de	
membrana,	replicación	y	 	transcripción	del	ácido	ribonucleico,	síntesis	de	proteínas,	hormonas	y	enzimas,	





biológicos	 como	 bacterias,	 hongos,	micoplasmas	 o	 virus.	 Por	 otra	 parte,	 se	 debe	 conocer	 su	morfología	
natural,	mantener	una	viabilidad	alta	y	determinar	su	tasa	de	multiplicación	lo	que	permite		monitorizar	las	
líneas	y	así	confiar	en	 la	calidad	de	 los	procesos	de	almacenamiento	prolongado,	 lo	que	garantiza	contar	
con	sistemas	reproducibles	(Freshney,	2011).		
Los	 ensayos	 con	 células	 de	 mamíferos	 han	 desempeñado	 un	 importante	 papel	 para	 identificar	 y	
caracterizar	 los	 potenciales	 efectos	 biológicos	 de	 los	 agentes	 químicos	 y	 físicos	 que	 rodean	 al	 hombre,	
tanto	farmacológicos	como	tóxicos.	
1.5.5	Uso	de	microorganismos	genéticamente	modificados	
Existen	 en	 la	 actualidad	 diferentes	 ensayos	 de	 toxicidad	 en	 el	 que	 se	 utilizan	 microorganismos	
genéticamente	 modificados,	 entre	 ellos,	 el	 denominado	 RYA	 (Recombinant	 Yeast	 Assay)	 que	 utiliza	








consiste	en	 la	adición	de	un	receptor	estrogénico	humano	en	el	ADN	de	 la	 levadura	(hER-α)	 instalándose	
como	un	gen	cromosomal,	y	un	gen	reportero	a	nivel	plasmidial	(Lac-Z),	el	cual	codifica	para	la	síntesis	del	
enzima	 β-galactosidasa	 gracias	 a	 la	 ayuda	 de	 un	 promotor	 transcripcional	 o	 elemento	 de	 respuesta	
estrogénica	(ERE)	y	a	un	promotor	fuerte	(PGk)	(Roda	et	al.,	2006).		
La	 presencia	 de	 un	 contaminante	 con	 potencial	 estrogénico	 es	 detectado	 por	 la	 levadura.	 El	
contaminante	se	une	al	receptor	hormonal	(hER),	el	cual	estimula	al	activador	transcripcional	y	se	expresa	
el	gen	reportero		(gen	LacZ)	produciéndose	el	enzima	β-galactosidasa,	el	cual	sale	al	medio	y	actúa	sobre	un	
sustrato	 cromógeno.	 El	 producto	 de	 la	 reacción	 se	 detecta	 mediante	 colorimetría	 o	 fluorescencia.	 La	
cinética	 de	 la	 aparición	 del	 nuevo	 compuesto	 está	 directamente	 relacionada	 con	 la	 cantidad	 de	 enzima	
producido,	 que	 a	 su	 vez	 se	 relaciona	 con	 la	 concentración	 del	 compuesto	 estrogénico	 (Noguerol	 et	 al.,	
2006)	(Figura	2).	
Los	 ensayos	 RYA	 no	 permiten	 la	 caracterización	 química	 exacta	 de	 los	 ligandos	 de	 los	 receptores	
hormonales,	es	decir,	del	compuesto	con	actividad	disruptiva	endocrina,	sólo	la	detección	y	cuantificación	
de	 la	actividad	 total,	agonista	o	antagonista	de	un	compuesto	dado	o	de	 la	muestra	que	 lo	contiene.	Sin	
embargo,	el	uso	de	levaduras	para	estudiar	la	estrogenicidad	tiene	muchas	ventajas	por	su	bajo	coste,	fácil	
manipulación	y	crecimiento	rápido	en	el	laboratorio,	lo	que	proporciona	la	oportunidad	de	probar	un	gran	

















Figura	 2.	 Esquema	 que	 muestra	 las	 reacciones	 en	 cadena	 en	 la	 levadura	






en	 términos	 de	 actividad	 estrogénica	 (Reddy	 y	 Brownawell,	 2005;	 Schmitt	et	 al.,	 2005;	 Pawlowski	et	 al.,	
2003).	En	la	actualidad,	estos	bioensayos	se	utilizan	principalmente	con	fines	de	investigación	dentro	de	la	
vigilancia	 ambiental	 (Tollefsen	 et	 al.,	 2007;	 Thomas	 et	 al.,	 2004).	 Sin	 embargo,	 un	 enfoque	 diferente	
consistiría	 en	 cribar	 muestras	 ambientales	 desconocidas	 para	 su	 actividad	 estrogénica	 total	 sin	
conocimiento	de	la	presencia	de	compuestos	individuales.	En	este	enfoque,	la	idea	es	usar	el	ensayo	como	
un	 método	 de	 selección	 previo	 a	 su	 análisis	 químico,	 por	 lo	 tanto,	 básicamente,	 debe	 dar	 respuestas	
afirmativas	o	negativas	respecto	a	si	hay	o	no	actividad	hormonal.	Las	muestras	con	una	respuesta	positiva	
pueden	 ser	 analizadas	 adicionalmente	 por	 técnicas	 cromatográficas	 para	 identificar	 y	 cuantificar	 los	





otros	 tipos	 de	 estructuras	 químicas	 con	 efectos	 feminizantes.	 Gran	 cantidad	 de	 compuestos	 naturales,	
farmacéuticos	 o	 industriales	 como	 plaguicidas,	 presentan	 actividad	 estrogénica,	 es	 decir,	 pueden	 actuar	
como	ligandos	del	hER	y	dar	positivo	en	el	ensayo	(Noguerol,	2007;	Céspedes	et	al.,	2004).	
1.5.5.2	Medida	de	la	actividad	dioxin-like		





AhR	 forma	 un	 complejo	 con	 el	 compuesto	 dioxin-like	 (Figura	 3).	 El	 translocador	 ARNt	 se	 une	 a	 dicho	
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complejo	 formando	 una	 estructura	 que	 se	 une	 al	 elemento	 de	 respuesta	 a	 xenobióticos	 XRE	 e	 inicia	 la	
transcripción	del	gen	reportero	LacZ.	La	presencia	de	ARNt	hace	que	el	complejo	tenga	el	tamaño	suficiente	















Aunque	 este	 ensayo	 puede	 servir	 como	 una	 herramienta	 útil	 en	 la	 identificación	 de	 sustancias	
químicas,	la	opinión	general	es	que	no	sólo	un	ensayo	in	vitro	puede	determinar	la	actividad	disruptiva	de	
una	sustancia	química,	ya	que	no	se	tiene	en	cuenta	la	acumulación	de	estas	sustancias	en	el	organismo,	el	


























Determinar	 la	 toxicidad	 de	 una	 muestra	 de	 agua	 residual,	 procedente	 de	 la	 industria	 del	 corcho,	
tratada	a	diferentes	tiempos	mediante	los	procesos	de	ozonización	y	fotofenton,	utilizando	una	batería	de	
bioensayos.		




































Todos	 los	 ensayos	 realizados	 en	 este	 trabajo	 de	 investigación	 se	 han	 realizado	 en	 el	 laboratorio	 de	
Ecotoxicología	del	Departamento	de	Biotecnología	de	la	Escuela	Técnica	Superior	de	Ingeniería	Agronómica	
y	 del	Medio	Natural	 (ETSIAMN).	 A	 continuación	 se	 detalla	 la	 procedencia	 de	 las	muestras	 a	 ensayar,	 así	
como	la	metodología	empleada	y	las	características	de	los	ensayos.	
3.1.	MUESTRAS	
Las	muestras	 provienen	 de	 agua	 residual	 industrial	 procedente	 de	 la	 fabricación	 de	 corcho	 en	 una	


































Previamente	a	 la	 realización	de	 los	ensayos	de	citotoxicidad	y	RYA,	 las	muestras	 se	 filtran	al	 vacío	a	
través	de	papel	Whatman	nº1	y	se	concentran	en	un	sistema	de	vacio	(Extra	Vac	12,	Scharlab)	(Anexos	7.2;	







diclorometano:acetona	 (1:1).	 El	 disolvente	 es	 evaporado	mediante	 rotavapor	 (SELECTA).	 El	 extracto	 seco	












Se	 han	 seleccionado	 distintos	 tipos	 de	 bioensayos	 en	 los	 que	 se	 han	 determinado	 diferentes	
parámetros	 de	 toxicidad:	 bioensayo	 de	 toxicidad	 aguda	 con	 el	 alga	 verde	 unicelular	 Pseudokirchneriella	
subcapitata,	 bioensayo	 de	 toxicidad	 aguda	 con	 el	 microcrustáceo	 Daphnia	 magna,	 	 bioensayo	 con	 la	




La	 evaluación	 de	 la	 toxicidad	 aguda	 de	 las	 muestras	 de	 agua	 residual	 tratada	 sobre	 el	 alga	 P.	




En	 primer	 lugar,	 se	 realiza	 la	 movilización	 del	 alga,	 ya	 que	 ésta	 se	 suministra	 inmovilizada	 en	 una	
matriz,	 utilizando	 el	 medio	 Matrix	 dissolving	 Medium,	 agitando	 y	 centrifugando	 varias	 veces,	 para	
finalmente,	resuspenderla	en	el	medio	de	cultivo	BBM	(Bold’s	Basal	Medium).	El	cultivo	madre	se	mantiene	
en	matraces	de	250	mL,	en	 la	cámara	climatizada	a	22	±	2	 °C,	con	un	 fotoperiodo	de	12	horas,	bajo	una	
intensidad	 luminosa	 de	 1100	 lux	 y	 en	 agitación	 continua	mediante	 agitador	 orbital.	 El	 cultivo	madre	 se	
renueva	 cuando	 alcanza	 la	 fase	 exponencial	 de	 crecimiento,	 y	 los	 matraces	 se	 tapan	 con	 tapones	
permeables	al	aire	para	permitir	el	intercambio	gaseoso		
El	medio	de	cultivo	utilizado	en	la	desinmovilización	del	alga,	en	el	cultivo	madre	y	en	los	ensayos	de	
toxicidad	 ha	 sido	 el	 medio	 BBM	 específico	 para	 clorofíceas	 que	 cumple	 los	 requisitos	 indicados	 en	 el	
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• 𝐶𝑎𝐶𝑙#				 ∙ 2𝐻#𝑂								0,25	𝑔/𝐿	














fondo	 plano	 (Costar,	 Corning	 Inc.,	 New	 York,	 USA).	 Cada	 ensayo	 consta	 de	 ocho	 réplicas	 del	 control	
negativo	 (medio	de	 cultivo	 y	 algas),	 ocho	 réplicas	de	 cada	dilución	 (muestra,	medio	de	 cultivo	 y	 algas)	 y	
ocho	blancos	(medio	de	cultivo).	












células/mL),	 mediante	 la	 ecuación	 de	 regresión	 lineal	 y=129,27x+6971,7	 (R2=0,99;	 p<0,005),	
correspondiente	a	la	curva	de	calibrado	obtenida	previamente	por	(Meliá	,2013).	
En	 cada	 ensayo	 de	 toxicidad,	 los	 valores	 de	 concentración	 celular	 obtenidos	 para	 cada	 dilución	
(muestra	y	control)	y	tiempo	de	ensayo,	se	utilizan	para	calcular	las	curvas	de	crecimiento	y	los	porcentajes	
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para	determinar	diferencias	 significativas	entre	 los	diferentes	niveles	de	dilución	y	 los	controles,	de	cada	
muestra	estudiada	y	para	calcular	los	valores	LID	(mínima	dilución	sin	efecto).	El	test	de	Fisher	(LSD)	se	ha	










24	 horas	 y	 proceden	 de	 la	 eclosión	 de	 los	 huevos	 de	 resistencia	 (efipias)	 suministradas	 por	 la	 empresa	
























con	10	mL	de	 la	dilución	 correspondiente.	 La	 transferencia	de	 los	neonatos	 a	 los	pocillos	 se	hace	 con	 la	
ayuda	 de	 una	 pipeta	 de	 plástico	 con	 un	 orificio	 adecuado	 para	 no	 dañar	 los	 organismos.	 Se	 realizan	 2	
ensayos	por	muestra	con	4	réplicas	por	dilución	más	8	réplicas	control.	
Las	placas	se	 incuban	a	22	ºC	y	en	oscuridad.	Los	organismos	no	se	alimentan	durante	el	ensayo.	Se	
realiza	un	recuento	de	 los	 individuos	 inmóviles	(y	muertos),	a	 las	24	y	48	horas	de	ensayo.	Se	consideran	
inmóviles	 aquellos	 individuos	 que	 tras	 una	 ligera	 agitación	 del	 recipiente	 no	 se	 desplazan	 en	 los	 15	
segundos	siguientes.		
Procesamiento	de	resultados	
Los	 porcentajes	 de	 inhibición	 de	 la	 movilidad	 se	 han	 analizado	 mediante	 ANOVA	 para	 determinar	
diferencias	 significativas	 entre	 los	 diferentes	 niveles	 de	 dilución	 y	 los	 controles,	 para	 cada	 muestra	
estudiada	y,	para	calcular	 los	valores	NOEC	(máxima	concentración	ensayada	sin	efecto	observable)	y	 los	











altura,	 con	 una	 capacidad	 de	 500	mL.	 Cada	 recipiente	 se	 divide	 en	 dos	 compartimentos	 iguales	 con	 un	
separador	de	cartón	o	plástico	y	se	llena	cada	parte	con	200	g	del	sustrato	de	ensayo	(Anexo	2).	A	una	de	
las	partes	se	añaden	50	mL	de	la	solución	acuosa	del	plaguicida	en	estudio	y	a	la	otra	parte	50	mL	de	agua	









Las	 lombrices	que	se	utilizan	en	 los	ensayos	de	 toxicidad	se	seleccionan	de	 las	bandejas	de	purga,	a	































pocillos	 de	 la	 primera	 columna	 que	 se	 llenan	 con	 100	 µL	 de	 PBS	 (blanco	 negativo).	 Trás	 24	 horas	 de	
incubación	 se	añaden,	a	 cada	pocillo,	30	µL	de	 la	dilución	correspondiente;	 se	 realizan	8	 réplicas	 control	
(blanco	 positivo)	 y	 8	 réplicas	 de	 cada	 una	 de	 las	 diluciones.	 Como	 las	 muestras	 concentradas	 están	 en	
metanol	también	se	realizan	8	réplicas	con	30	µL	de	metanol	cada	una.	Se	incuban	las	placas	otras	24	horas.	
Después	 de	 este	 tiempo	 de	 incubación	 se	 aspira	 el	 medio	 de	 los	 pocillos	 y	 se	 añade	medio	 fresco	 que	




















(Sigma-Aldrich,	 riqueza	 ≥	 98%)	 al	 1%,	 metionina	 (Sigma-Aldrich,	 riqueza	 ≥	 98%)	 al	 1%.	 Todas	 ellas	 se	











































































un	 tampón	 de	 lisis	 para	 levaduras	 basado	 en	 detergentes	 que	 permeabilizan	 la	 pared	 de	 la	 levadura	 y	
permite	extraer	las	proteínas	solubles.		
Se	 añaden	 50	 μL	 de	 YPER	 a	 todos	 los	 pocillos.	 Si	 la	 lectura	 se	 lleva	 a	 cabo	 el	 mismo	 día	 de	 la	























Figura	 4.	 Disposición	 de	 las	 distintas	 diluciones	 de	 la	 muestra	
analizadas	y	controles	en	la	microplaca.	
	
La	 lectura	 se	 lleva	 a	 cabo	midiendo	 la	 fluorescencia	 (lector	de	microplacas	multifuncional	 TECAN	 Infinite	
M200)	con	una	longitud	de	onda	de	excitación	de	360	nm	y	de	emisión	de	460	nm	durante	20	minutos.		
Procesamiento	de	los	resultados:	Cálculo	de	equivalentes		













Mediante	 la	 Ecuación	 9,	 se	 puede	 relacionar	 la	 Arel	 con	 la	 constante	 de	 disociación,	 Kd.	 Con	 estas	
formulas	podríamos	calcular	la	Kd	a	partir	de	una	curva	dosis-respuesta.Si	la	mitad	del	receptor	disponible	
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El	 efecto	 de	 esta	 muestra	 sobre	 la	 inhibición	 del	 desarrollo	 disminuye	 a	 partir	 de	 la	 dilución	 1:64,	
alcanzando	un	15%	de	inhibición	en	la	dilución	1:256.	














FF	90	min	 FF	180	min	 O3		15	min	 O3		60	min	
1:256	 0,0	±		0.0a	 0,0	±	0.0a	 15,0	±	2.0b	 0,0	±	0.0a	 0,0	±0.0a	 0,0	±	0.0a	
1:128	 0,0	±	0.0a	 0,0	±	0.0a	 48,0	±	7,8c	 0,0	±	0.0a	 0,0	±0.0a	 0,0	±	0.0a	
1:64	 0,0	±	0.0a	 0,0	±	0.0a	 74,6	±	4,1d	 0,0	±	0.0a	 0,0	±0.0a	 0,0	±	0.0a	
1:32	 13,4	±	4,0b	 9,5	±	2,8b	 91,7	±	1,4e	 0,0	±	0.0a	 0,0	±0.0a	 0,0	±	0.0a	
1:16	 48,9	±	7,2c	 35,1	±	2,8c	 97,0	±	0.8f	 9,0	±	4,6b	 0,0	±0.0a	 13,0	±	2,6c	
1:8	 59,5	±	5,0d	 54,2	±	5,1d	 100,6	±	0.2g	 35,2	±	2,9c	 4,2	±2,2b	 44,1	±	4,4d	
1:4	 94,7	±	1,6ef	 78,7	±	3,4e	 100,8	±	0.1g	 69,3	±	5,3d	 11,9	±	1,8c	 83,5	±	4,3f	
1:2	 97,5	±	1,57f	 97,8	±	0,2g	 100,6		±	0,2g	 92,9	±	3,1e	 24,0	±	4,9d	 97,1	±	1,3f	




tiempos	se	ha	 realizado	un	análisis	ANOVA	 (Anexo	7.3.1).El	 cálculo	del	valor	MID	 (dilución	ensayada	que	
produce	el	50%	de	efecto)	con	sus	intervalos	de	confianza	al	95%,	se	ha	realizado	mediante	análisis	Probit	













del	 grado	 de	 toxicidad	 para	 las	 muestras	 03	 15	 min	 y	 FF	 90	 min.	 Teniendo	 en	 cuenta	 los	 valores	 MID	
obtenidos,	 la	muestra	más	 tóxica	 ha	 sido	 FF	 90	min	 y	 la	menos	 tóxica	 03	 15	min,	 ya	 que	 los	 valores	 de	










Figura	 6.	 Porcentajes	 de	 inhibición	 del	 crecimiento	 de	













En	 la	Tabla	7	se	presentan	 los	valores	medios	del	porcentaje	de	 la	 inmovilización	de	D.magna	de	 las	












0	min	 0	min	pre	 FF	90	min	 FF	180	min	 O3		15	min	 O3		60	min	
1:8	 0,0	±	0.0a	 0,0	±	10,0a	 0,0	±	0,0a	 0,0	±	0,0a	 0,0	±1	6,33a	 0,0	±	16,33a	
1:4	 0,0	±	16,33a	 5,0	±	11,55a	 15,0	±	0,0a	 5,0	±	10,0a	 5,0	±	10,0a	 15,0	±	10,0a	
1:2	 60,0	±	0,0b	 70,0	±	10,0b	 15,0	±	11,5c	 85,0	±	10,0c	 5,0	±	10,0a	 15,0	±	19,5a	
1:1	 100,0	±	0,0c	 95,0	±	0,0c	 80,0	±	0,0c	 100,0±	0,0c	 20,0	±	0,0b	 80,0	±	0,0b	
 
En	esta	tabla	se	puede	observar	que	la	muestras	0	min,	0	min	pre	y	FF	180	min		son		las		que	tienen	
mayor	 efecto	 sobre	 las	 dafnias,	 con	 unos	 porcentajes	 de	 inmovilización	 comprendidos	 entre	 95,0	 y	 100,	
para	la	dilución	1:1;	el	efecto	de	estas	muestras	sobre	las	dafnias	disminuye	a	partir	de	la	dilución	1:2.	En	

























análisis	 ANOVA	 (Anexo	 7.4.1.).El	 cálculo	 del	 valor	 MID,	 con	 sus	 intervalos	 de	 confianza	 al	 95%,	 se	 ha	
realizado	mediante	análisis	Probit,	para	todas	las	muestras	ensayadas,	excepto	03	15	min	cuyos	porcentajes	














Los	 valores	 LID	 muestran	 la	 efectividad	 del	 tratamiento	 de	 ozonización,	 ya	 que	 se	 observa	 una	






























0	min	 0	min	pre	 FF	90	min	 FF	180	min	 O3		15	min	 O3		60	min	
1:128	 96,3	±	0,0d	 98,5	±	0,5de	 105,5	±	2,7b	 103,3	±	2,8c	 115,3	±	2,8d	 114,9	±	0,9	d	
1:64	 99,9	±	1,3d	 99,2	±	0,3de	 108	,5±	1,8b	 102,7	±	9,8	c	 113,1	±	0,3	d	 111,5	±	6,6	cd	
1:32	 78,4	±	1,4c	 97,7	±	2,6de	 101,7	±	0,2b	 100,1	±	3,8	c	 100,3	±	0,8	d	 101,3	±	3,1	bcd	
1:16	 71,8	±	2,6c	 87,2±	2,5cd	 100,3	±	2,4b	 96,4	±	3,2	c	 99,8	±	2,0	d	 99,7	±	0,1	bcd	
1:8	 48,7	±	1,7b	 78,9	±	1,7c	 100,8	±	3,2b	 102,1	±	0,6	c	 101,5	±	0,6	d	 100,7	±	1,9	bcd	
1:4	 38,7	±	0,9b	 53,3	±	0,7b	 101,7	±	0,9b	 93,6	±	2,2	c	 98,6	±	0,5	d	 99,7	±	0,1	bcd	
1:2	 11,2	±	2,4a	 0,04	±	0,4a	 96,2	±	1,2a	 75,3	±	1,3	b	 98,5	±	11,4	d	 87,4	±	11,5	b	
1:1	 0,3	±	4,6a	 0,0	±	1,9ª	 81,4	±	0,3	b	 44,5	±	1,2	a	 89,0	±	16,9	d	 24,7	±	9,5	a	












diluciones	 de	 las	 muestras	 no	 tratadas	 y	 tratadas,	 mediante	 ozonización	 o	 foto-Fenton.	 También	 se	
















0	min	 0	min	pre	 FF	90	min	 FF	180	min	 O3		15	min	 O3		60	min	
1:128	 102,3	±	0,0d	 91,5±	1,8de	 106,1	±	2,9cd	 97,3	±	3,7de	 97,7	±	6,1d	 99,9	±	0,9d	
1:64	 100,2	±	0,1d	 87,9	±	0,1d	 113,1	±	2,6d	 98,0	±	5,1de	 99,6	±	9,3d	 99,6	±	3,0d	
1:32	 93,1	±	2,1d	 71,8	±	2,2c	 102,9	±	1,8cd	 97,2	±	1,9de	 93,6	±	1,9cd	 93,9	±	1,1cd	
1:16	 49,6	±	1,9c	 53,3	±	0,3b	 98,8	±	2,3c	 96,9	±	2,1de	 97,8	±	2,1cd	 93,7	±	2,5cd	
1:8	 27,3	±	3,4b	 48,6	±	1,0b	 100,3	±	2,0cd	 88,2	±	5,7d	 93,6	±	9,1cd	 92,7	±	4,9c	
1:4	 6,9	±	4,8a	 3,7	±	2,8a	 84,6	±	0,2b	 73,4	±	1,2c	 81,3	±	4,7bc	 82,9	±	2,3b	
1:2	 0,4	±	2,9	a	 0,0	±	9,4a	 35,5	±	9,6b	 46,7	±	1,7b	 89,1	±	1,9bcd	 29,3	±	2,7a	









diluciones	 de	 las	 muestras	 no	 tratadas	 y	 tratadas,	 mediante	 ozonización	 o	 foto-Fenton.	 También	 se	












0	min	 0	min	pre	 FF	90	min	 FF	180	min	 O3		15	min	 O3		60	min	
1:128	 101,2	±	0,0e	 102,2	±	0,5d	 111,1	±	2,2a	 108,7	±	9,8e	 107,4	±	1,5cd	 103,7	±	4,8c	
1:64	 101,9	±	5,8e	 95,9	±	5,6d	 102,5	±	0,8cd	 97,8	±	9,6d	 104,8	±	0,6c	 104,5	±	5,4c	
1:32	 99,5	±	4,0e	 105,2	±	9,4d	 103,8	±	8,5cd	 93,3	±	2,4cd	 108,7	±	7,8cd	 103,4	±	1,4c	
1:16	 101,9	±	4,2e	 104,6	±	0,5d	 100,2	±	8,4cd	 93,7	±	1,8d	 119,8	±	1,6d	 100,8	±	7,1c	
1:8	 76,1	±	4,7d	 94,5	±	3,2d	 108,9±11,6cd	 90,5	±	6,5cd	 98,5	±	9,7bc	 101,9±14,1c	
1:4	 42,5	±	6,0c	 58,7	±	8,5c	 102,9	±	7,7cd	 79,6	±	0,9c	 98,0	±	2,8bc	 91,2	±	2,3c	
1:2	 22,4	±	6,3b	 14,3	±	2,8b	 84,9	±	4,3b	 45,7	±	6,0b	 90,3	±	2,1ab	 75,1	±	9,8b	


































Tiempo	tratamiento	 3T3	 N2a	 HEK	
0	min	 1:64	 1:32	 1:16	
0	min	pretratada	 1:32	 1:128	 1:8	
FF	90	min	 1:2	 1:8	 1:4	
FF	180	min	 1:4	 1:16	 1:8	
03	15	min	 1:1	 1:4	 1:4	
03	60	min	 1:4	 1:8	 1:4	
	
















0	min	 1:8,5	(1:11	–	1:7)	 1:13	(1:15	–	1:12)	 1:5	(1:8	–	1:3)	
0	min	pretratada	 1:5	(1:8	–	1:3)	 1:16	(1:20	–	1:12)	 1:3,5	(1:5	–	1:2)	
FF	90	min	 ----	 1:1,3	(1:2	–	1:1)	 ----	
FF	180	min	 1:1,1	(1:1,3	–1:0,8)	 1:2,6	(1:4	–1:1)	 1:2	(1:3	–	1:1)	
03	15	min	 ----	 ----	 ----	



















FF	180	min	 50	 - 	
03	15	min	 0	 - 	






Los	 valores	 de	 EEQ	 de	 E2	 se	 ven	 reducidos	 aproximadamente	 a	 la	mitad	 tras	 el	 pretratamiento	 de	


























Trabajos	 reliazados	 anteriormente	 en	 nuestro	 laboratorio	 refuerzan	 la	 idea	 de	 la	 necesidad	 de	 una	
monitorización	 del	 proceso	 desde	 el	 punto	 de	 vista	 toxicológico,	 ya	 que	 se	 pueden	 formar	 compuestos	








































producen	 una	 disminución	 del	 grado	 de	 toxicidad	 sobre	 los	 organismos	 acuáticos	 y	 lineas	
celulares	ensayadas,	a	excepción	del	tratamiento	foto-Fenton	sobre	D.	magna.		
		
2. El	 alga	P.	 subcapitata	ha	 sido	más	 sensible	que	el	microcrustáceo	D.	magna,	a	 las	muestras	
ensayadas	y,	de	las	tres	líneas	celulares	la	más	sensible	ha	sido	N2a	y	la	más	resistente	3T3.	
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